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摘　要：利用ＲＡＣＥ技术获得了ＵＢＥ２基因ｃＤＮＡ全长，通过 ＲＴＰＣＲ技术研究 ＵＢＥ２基因在不同组织、发
育时期的表达量和１７α羟孕酮激素刺激后ＵＢＥ２表达量及性腺发育情况。结果表明：该基因序列全长３９４３
ｂｐ，开放阅读框６７５ｂｐ，编码２２４个氨基酸，相对分子量２３．９３ｋｕ，等电点８．６１，８２～２１９位氨基酸序列为泛素
结合酶家族特有的结构域。氨基酸序列比对发现，克氏原螯虾 ＵＢＥ２基因与节肢动物 ＵＢＥ２基因有较高的
同源性；系统进化分析表明，ＵＢＥ２基因与凡纳滨对虾和斑节对虾聚为一支。荧光定量结果显示，ＵＢＥ２基因
在克氏原螯虾卵巢组织中的表达量显著高于其他组织（Ｐ＜０．０５）；在卵巢发育初期表达量最低，随后逐渐升
高，到产卵后期开始下降；１７α羟孕酮刺激结果显示，试验组卵巢发育速度明显加快，同时 ＵＢＥ２基因的表达
量也显著上升，卵巢发育速度和ＵＢＥ２基因表现为受１７α羟孕酮刺激响应一致。推测ＵＢＥ２基因在克氏原
螯虾的卵巢发育和配子发生中起着重要的作用，本研究为克氏原螯虾性腺发育分子调控机制提供一定的理

论依据。
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　　克氏原螯虾（Ｐｒｏｃａｍｂａｒｕｓｃｌａｒｋｉｉ）俗称小龙
虾，属于节肢动物门 （Ａｒｔｈｒｏｐｏｄａ），甲壳纲
（Ｃｒｕｓｔａｃｅａ），十足目 （Ｄｅｃａｐｏｄａ），爬行亚目
（Ｒｅｐｔａｎｔｉａ），螯虾科 （Ｃａｂａｒｉｄａｅ），原螯虾属
（Ｐｒｏｃａｍｂａｒｕｓ）［１］。克氏原螯虾产业已在水产养
殖业中占有重要地位并具有较大社会意义［２］。

随着市场对克氏原螯虾需求量的不断增加，对于

克氏原螯虾的繁殖这一环节又提出了新的要求。

至今低繁殖率的问题仍制约着克氏原螯虾产业

的发展，这就需要研究克氏原螯虾生物学特

性［３４］，完善苗种繁殖生产技术途径，在探究克氏

原螯虾繁殖习性的同时，也要在分子层面上对克

氏原螯虾的性腺发育及其繁殖进行研究。

泛素（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ）是一类由７６个氨基酸残基
组成的小分子蛋白质，在结构上保守性非常高，

分子量约为８ｋｕ。泛素在各种真核细胞中广泛
表达，以单体、二聚体或寡聚体形式处于动态平

衡状态［５］。泛素化修饰过程由泛素激活酶

（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｃｔｉｖａｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ，Ｅ１）、泛素结合酶
（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｃｏｎｊｕｇａｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ，Ｅ２）和泛素连接酶
（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｐｒｏｔｅｉｎｌｉｇａｓｅ，Ｅ３）三种酶共同催化完
成，将泛素共价连接到底物的赖氨酸残基上［６７］。

其中Ｅ１负责激活泛素分子，由于 Ｅ１的高效性，
细胞内有足够活化形式的泛素分子供后续的连

接反应，Ｅ２ｓ与 Ｅ３ｓ的配对决定了底物的泛素化
修饰类型，不同的 Ｅ２ｓ和 Ｅ３ｓ的组合使底物发生
多种类型的泛素化修饰，而 Ｅ３负责特异性的识
别靶标底物［８１３］。许多研究表明，泛素蛋白酶体

途径（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｐｒｏｔｅａｓｏｍｅｐａｔｈｗａｙ，ＵＰＰ）在动物
的性腺发育以及繁殖过程中都发挥了重要的调

控作用。ＳＨＥＮ等［１４］通过克隆获得了日本囊对

虾（Ｍａｒｓｕｐｅｎａｅｕｓｊａｐｏｎｉｃｕｓ）的泛素结合酶基因
Ｅ２ｒ，认为其参与了配子的发生及发育，并且通过
研究表明该基因的表达量在卵巢Ⅲ期达到最高
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值。ＫＷＯＮ等［１５］研究发现，泛素羧基末端水解酶

（Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｃａｒｂｏｘｙｔｅｒｍｉｎａｌｈｙｄｒｏｌａｓｅ，ＵＣＨ）Ｌ１与
Ｌ４在小鼠的精原细胞中高表达，而 ＵＣＨＬ３与
ＵＣＨＬ５则在精母细胞和精子细胞中高表达，这说
明ＵＣＨ在小鼠配子的发生和发育中发挥着重要
的作用，不同基因发挥的作用也存在差异。

本实验以克氏原螯虾为研究对象，对泛素结

合酶Ｅ２基因进行了克隆与表达分析，为研究克
氏原螯虾卵巢发育分子调控机制提供参考资料。

１　材料与方法

１．１　实验材料
克氏原螯虾于２０１７年采自江苏盱眙满江红

龙虾产业园有限公司。

１．２　实验方法
１．２．１　基因克隆

采用Ｔｒｉｚｏｌ法提取各组织的总 ＲＮＡ，经１％
琼脂糖凝胶电泳检测其质量，ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００分光
光度计检测其浓度。以总 ＲＮＡ为模板，按照逆
转录试剂盒说明书和 ＳＭＡＲＴＲＡＣＥ ｃＤＮＡ
Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ试剂盒说明书进行反转录合成
ｃＤＮＡ以及５′／３′ＲＡＣＥＲｅａｄｙｃＤＮＡ。根据已构
建的克氏原螯虾转录组文库中 ＵＢＥ２基因的部
分序列，设计短片段引物 Ｆ１、Ｆ２（表１）用于目的
片段的扩增。以ＳＭＡＲＴＲＡＣＥｃＤＮＡ为模板，以
基因特异性引物 ＧＳＰＦ２（或 ＧＳＰＲ２）与 ＴａＫａＲａ
试剂盒内的 ＵＰＭ引物，按照说明书分别进行３′
ＲＡＣＥ和５′ＲＡＣＥ扩增（表１）。１．５％琼脂糖凝
胶电泳检测后割胶回收，纯化后连接到 ＧＥＭＴ
Ｅａｓｙ载体上，再转化至Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α感受态细胞，
并挑选阳性克隆进行测序检验。

１．２．２　生物信息学分析
采用ＤＮＡｓｔａｒ软件进行序列拼接得到完整的

ｃＤＮＡ序列。利用 ＮＣＢＩ网站上的 ＯＲＦＦｉｎｄｅｒ
（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｏｒｆｆｉｎｄｅｒ／）对序
列预测开放阅读框，用 Ｐｒｏｔｐａｒａｍ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｅｂ．
ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）预测其理化参数，用
ＳｉｇａｌＰ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／Ｓｉｇｎａｌ
Ｐ／）预测其信号肽位置，用ＴＭＨＭＭ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴＭＨＭＭ／）分析其跨膜结构，
用Ｐｈｙｒｅ２（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｂｇ．ｂｉｏ．ｉｃ．ａｃ．ｕｋ／ｐｈｙｒｅ２／
ｈｔｍｌ／ｐａｇｅ．ｃｇｉ？ｉｄ＝ｉｎｄｅｘ）预测其蛋白质的三级
结构。通过ＮＣＢＩ网站查找其他物种的ＵＢＥ２基
因的氨基酸序列，利用ＢｉｏＥｄｉｔ软件对其氨基酸序
列进行多重比对，并用 ＭＥＧＡ５软件构建 ＮＪ
（Ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ）系统进化树。
１．２．３　组织表达分析

将克氏原螯虾于实验室暂养一周，取克氏原

螯虾眼柄、鳃、肝胰腺、心脏、肌肉、肠和不同发育

时期的卵巢组织并提取 ＲＮＡ，根据 ＴａＫａＲａ试剂
盒说明书合成用于ＲＴＰＣＲ反应的各组织及卵巢
发育各时期的 ｃＤＮＡ。以 ＲＴＦ３和 ＲＴＲ３（表１）
为荧光定量引物，以ＥＩＦ［１６］（表１）作为内参基因，
每个样本设置３个重复。反应体系如下：ＳＹＢＲ
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ１０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ６．８μＬ，ＲＴＦ３与
ＲＴＲ３各０．８μＬ，ｃＤＮＡ１．６μＬ。反应程序为９５
℃ ３ｍｉｎ；９５℃ １０ｓ，６０℃ ３０ｓ，４０个循环；９５℃
１０ｓ；６５℃ ５ｓ。通过２－ΔΔＣＴ法［１７］分析 ＵＢＥ２基
因在克氏原螯虾各组织及性腺发育各时期的相

对表达量。采用 ＳＰＳＳ１８．０软件［１８］对数据进行

单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ），并通过 ＳｉｇｍａＰｌｏｔ
１３．０［１９］绘制图片。

表１　实验中所用到的引物及序列
Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｐｒｉｍｅｒｓａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｎｔｈｉｓｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ
序列（５′３′）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

用途

ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎＴａｒｇｅｔ
Ｆ１ ＡＴＡＧＡＴＴＧＴＴＧＴＣＡＴＣＧＣＴＣ 短片段扩增

Ｒ１ ＡＡＴＡＡＡＡＡＴＧＣＣＣＡＴＣＡＧＧＴ
ＧＳＰＦ２ ＡＴＴＴＣＧＧＡＧＡＧＡＣＣＡＡＴＡＣＡＣＡＣＧ ３′ＲＡＣＥ
ＧＳＰＲ２ ＣＴＧＡＧＴＧＣＣＴＴＴＧＡＣＡＴＣＴＴＧＧＧＡＴＴＧＧ ５′ＲＡＣＥ
ＲＴＦ３ ＴＴＧＧＣＡＧＡＧＡＴＣＡＣＧＴＴＧＧＡ 荧光定量

ＲＴＲ３ ＧＧＴＣＣＡＧＡＧＣＣＧＡＧＣＡＡＴＴＣ
ＥＩＦＦ ＧＧＡＡＴＡＡＧＧＧＧＡＣＧＡＡＧＡＣＣ 内参

ＥＩＦＲ ＧＣＡＡＡＣＡＣＡＣＧＣＴＧＧＧＡＴ
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１．２．４　１７α羟孕酮刺激检测
实验 克 氏 原 螯 虾 于 实 验 室 养 殖 水 桶

（６０ｃｍ×９０ｃｍ）中暂养一周，随机挑选４５只虾，
活体解剖取其性腺以确定其性腺发育时期。实

验设置试验组与对照组，每组设置３个重复，每
个养殖水桶中放置１５只虾。养殖水桶内设置水
葫芦水草以及ＰＶＣ管、塑料水瓶等物品制作的人
工模拟洞穴，并采用气石增氧。

用ＢＳ１２４Ｓ型多功能精密电子天平称取１７α
羟孕酮０．２ｇ溶于无水乙醇中，再用生理盐水配
制成０．２％的工作液。将配制好的工作液置于烧
杯中，对试验组进行浸泡处理，浸泡其腹部，浸泡

时间为１ｍｉｎ，采用实验前浸泡、１０天后浸泡、２０
天后浸泡处理，对照组不作处理。分别于实验１０
天、２０天、３０天后从试验组与对照组取虾１０只，
活体解剖取其卵巢，观察其卵巢发育形态，然后

保存并切片。切片用于 ＨＥ染色观察，保存的卵
巢组织提取ＲＮＡ后，采用ＲＴＰＣＲ技术测定处理

前后基因在卵巢中的表达量变化。

２　结果

２．１　克氏原螯虾ＵＢＥ２基因的克隆与序列分析
克氏原螯虾 ＵＢＥ２基因的 ｃＤＮＡ序列全长

３９４３ｂｐ，包括 ３０５ｂｐ的 ５′端非编码区（５′
ＵＴＲ），６７５ｂｐ的开放阅读框（ＯＲＦ），２９６３ｂｐ的
３′端非编码区（３′ＵＴＲ），在３′ＵＴＲ有加尾信号
ＡＡＴＡＡ。ＯＲＦ编码 ２２４个氨基酸，相对分子量
２３．９３ｋｕ，等电点为８．６１。在其８２～２１９位氨基
酸序列为泛素结合酶家族特有的结构域，属于典

型的ＵＢＥ２基因（图１）。
ＳｉｇｎａｌＰ分析表明，克氏原螯虾ＵＢＥ２蛋白没

有信号肽。ＴＭＨＭＭ分析表明，ＵＢＥ２蛋白没有
跨膜结构，不属于跨膜蛋白。通过Ｐｈｙｒｅ２预测分
析ＵＢＥ２蛋白的三级结构（图２），其中α螺旋占
推测序列的 ２６．３４％，β螺旋占推测序列的
１２．０５％，其余则为无规则卷曲为主。
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图１　克氏原螯虾ＵＢＥ２基因ｃＤＮＡ序列及其编码的氨基酸序列
Ｆｉｇ．１　ＮｕｃｌｅｏｔｉｄｅａｎｄｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＵＢＥ２ｉｎＰｒｏｃａｍｂａｒｕｓｃｌａｒｋｉｉ

下划线表示其结构域，波浪线表示加尾信号，双下划线表示起始密码子，表示终止密码子

Ｔｈｅｕｎｄｅｒｌｉｎｅｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｕｂｉｑｕｉｔｉｎｃｏｎｊｕｇａｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅｄｏｍａｉｎ，ｔｈｅｗａｖｅｌｉｎｅｉｎｄｉｃａｔｅｓｐｕｔａｔｉｖｅｐｏｌｙａｄｅｎｙｌａｔｉｏｎｓｉｇｎａｌｓ，ｔｈｅｄｏｕｂｌｅ

ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｎｉｔｉａｔｉｏｎｃｏｄｏｎ，ｔｈｅａｓｔｅｒｉｓｋｉｎｄｉｃａｔｅｓｓｔｏｐｃｏｄｏｎ
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图２　克氏原螯虾ＵＢＥ２蛋白的三维结构预测
Ｆｉｇ．２　Ｔｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆ

ＵＢＥ２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＰｒｏｃａｍｂａｒｕｓｃｌａｒｋｉｉ

２．２　系统进化分析
氨基酸多重序列比对后发现（图３），克氏原

螯虾ＵＢＥ２氨基酸序列与黄翅菜叶蜂（Ａｔｈａｌｉａ
ｒｏｓａｅ，ＸＰ０１２２６４１２３．１）ＵＢＥ２氨基酸序列的相
似性最高，为 ９８％，与凡纳滨对虾（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓ
ｖａｎｎａｍｅｉ，ＡＦＵ９３４５１．１）、斑 节 对 虾 （Ｐｅｎａｅｕｓ
ｍｏｎｏｄｏｎ，ＡＣＤ１３５９４．１）的 相 似 性 为 ８１％。
ＭＥＧＡ５建立ＮＪ系统进化树（图４）显示，克氏原
螯虾与凡纳滨对虾和斑节对虾亲缘关系最近，聚

为一支，再与黄翅菜叶蜂、二疣犀甲（Ｏｒｙｃｔｅｓ
ｂｏｒｂｏｎｉｃｕｓ，ＫＲＴ７８９７０．１）、果蝇（Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａｗｉｌｌｉｓｔｏｎｉ，
ＸＰ００２０６４６５８．１）和美洲鲎（Ｌｉｍｕｌｕｓｐｏｌｙｐｈｅｍｕｓ，ＸＰ
０１３７７８２７４．１）等节肢动物聚为一大支；鱼类、哺
乳类等单独聚为一支。
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图３　不同物种ＵＢＥ２多重氨基酸序列比较
Ｆｉｇ．３　ＭｕｌｔｉｐｌｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆＵＢＥ２ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｐｅｃｉｅｓ

克氏原螯虾（Ｐ．ｃｌａｒｋｉｉ）；凡纳滨对虾（Ｌ．ｖａｎｎａｍｅｉ，ＡＦＵ９３４５１．１）；斑节对虾（Ｐ．ｍｏｎｏｄｏｎ，ＡＣＤ１３５９４．１）；黄翅菜叶蜂（Ａ．ｒｏｓａｅ，ＸＰ

０１２２６４１２３．１）；二疣犀甲（Ｏ．ｂｏｒｂｏｎｉｃｕｓ，ＫＲＴ７８９７０．１）；美洲鲎（Ｌ．ｐｏｌｙｐｈｅｍｕｓ，ＸＰ０１３７７８２７４．１）；果蝇（Ｄ．ｗｉｌｌｉｓｔｏｎｉ，ＸＰ００２０６４６５８．

１）；斑马鱼（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ，ＮＰ００１００３４９４．１）；人类（Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ，ＮＰ６８９８６６．１）；小家鼠（Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ，ＮＰ６５９０８８．１）

图４　不同物种ＵＢＥ２蛋白的系统进化分析
Ｆｉｇ．４　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆＵＢＥ２

ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｐｅｃｉｅｓ

２．３　克氏原螯虾ＵＢＥ２基因表达分析
荧光定量结果显示（图５），克氏原螯虾 ＵＢ

Ｅ２基因在各组织中均有表达，其中在卵巢组织中
的表达量显著高于眼、鳃、肝脏、心脏、肠、肌肉等

组织（Ｐ＜０．０５）。而在卵巢发育各个时期中（图
６），ＵＢＥ２基因在初期表达量最低，在成熟期表
达量最高，并且从发育初期到成熟期，基因的表

达量是递增的。

２．４　１７α羟孕酮刺激结果分析
２．４．１　ＨＥ染色分析

ＨＥ染色结果显示（图版），第１０天，试验组
克氏原螯虾卵巢处于发育初期，对照组处于未发

育期与发育初期之间；第２０天，试验组处于卵黄
发生前期，对照组处于发育初期；第 ３０天，试验
组处于卵黄发生期，对照组处于卵黄发生前期。

２．４．２　荧光定量分析
荧光定量结果显示，克氏原螯虾ＵＢＥ２基因

（图７）在第３０天的试验组性腺中表达量最高，在
第１０天的试验组性腺中表达量最低，其中第１０
天试验组的表达量低于对照组，第２０、３０天试验
组的表达量显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）。

图５　克氏原螯虾ＵＢＥ２基因
在不同组织中的表达量

Ｆｉｇ．５　ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｏｆＵＢＥ２ｉｎｖａｒｉｏｕｓ
ｔｉｓｓｕｅｓｏｆＰｒｏｃａｍｂａｒｕｓｃｌａｒｋｉｉ

柱状图中标注星号表示 ＵＢＥ２基因在卵巢中的表达量显著

高于其他组织，Ｐ＜０．０５

ＴｈｅａｓｔｅｒｉｓｋｏｎｔｈｅｈｉｓｔｏｇｒａｍｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＵＢ

Ｅ２ｉｎｏｖａｒｉｅｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｏｔｈｅｒｔｉｓｓｕｅｓ，Ｐ＜０．０５

３　讨论

泛素结合酶Ｅ２是泛素化过程中不可缺少的
一个酶，在泛素化过程中发挥着重要的作用。泛
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图６　克氏原螯虾ＵＢＥ２基因在卵巢发育不同
时期的表达量

Ｆｉｇ．６　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＵＢＥ２ｄｕｒｉｎｇｇｏｎａｄ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｓｔａｇｅｓｉｎＰｒｏｃａｍｂａｒｕｓｃｌａｒｋｉｉ

１．未发育期；２．发育初期；３．卵黄发生前期；４．卵黄发生期；

５．成熟期；６．产卵后期

１．Ｕｎｄｅｖｅｌｏｐｅｄｐｅｒｉｏｄ；２．Ｅａｒｌｙｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ；３．Ｅａｒｌｙｓｔａｇｅｏｆ

ｖｉｔｅｌｌｏｇｅｎｅｓｉｓ； ４． ｖｉｔｅｌｌｏｇｅｎｉｃ ｓｔａｇｅ； ５． ｍａｔｕｒｅ ｐｅｒｉｏｄ；

６．Ａｎａｐｈａｓｅｏｆｓｐａｗｎｉｎｇ

图７　克氏原螯虾ＵＢＥ２基因在卵巢激素
刺激前后不同天数的表达量

Ｆｉｇ．７　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＵＢＥ２ｇｅｎｅｉｎＰｒｏｃａｍｂａｒｕｓ
ｃｌａｒｋｉｉｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄａｙｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒ

ｏｖａｒｉａｎｈｏｒｍｏｎｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ

素结合酶有许多种，含有１６～１８ｋｕ的泛素结合
结构域（ＵＢＣ），并且有一个保守的活性位点半胱
氨酸残基［２０］。泛素结合酶可以通过保守的半胱

氨酸与泛素 Ｃ端形成硫酯键，与泛素连接酶 Ｅ３
形成复合物［２１］。本研究结果显示，克氏原螯虾

ＵＢＥ２基因的氨基酸序列与节肢动物 ＵＢＥ２基
因的氨基酸序列具有较高的同源性，与节肢动物

聚为一大支。在图３中，克氏原螯虾 ＵＢＥ２基因
的氨基酸序列与凡纳滨对虾和斑节对虾 ＵＢＥ２
基因的氨基酸序列长度相同，而其他节肢动物则

与以上三者长度不同，因此出现了比对相似度高

而同源性相对低的情况。而比对图中所有物种

ＵＢＥ２氨基酸序列中的结构域序列，相似度均在
９１％以上，从而得出ＵＢＥ２基因在其进化过程中
高度保守，与傅明俊等［２２］所得结论相同，可以推

测ＵＢＥ２基因在节肢动物中的作用有一定的相
似性。

ＵＢＥ２基因具有多种功能，其在卵子的发生
和发育过程中也起到了重要作用。有研究表明，

Ｕｂｅ２Ｃ与小鼠卵母细胞的减数分裂有关［２３］，

Ｕｂｅ２Ｃ、Ｕｂｅ２Ｓ以及 Ｕｂｅ２Ｄ对于卵母细胞第一极
体的排出有重要作用，并且与配子的发生有

关［２４］。另外，ＬＥＥＬＡＴＡＮＡＷＴＴ等［２５］研究发现

ＵＢＥ２基因参与了斑节对虾的性腺发育过程。
在本研究中，克氏原螯虾ＵＢＥ２基因在各组织中
都有表达，但是在卵巢组织中的表达量显著高于

其他组织，这与泛素结合酶 Ｅ２ｒ基因在克氏原螯
虾卵巢中的表达情况一致［２６］，由此可以推测 ＵＢ
Ｅ２基因与克氏原螯虾的性腺发育有关，并且可能
发挥着重要的作用。在卵巢的发育过程中，卵细

胞内会进行一系列的蛋白质降解，而泛素化过程

是细胞内蛋白质降解的主要途径。本研究中，

ＵＢＥ２基因的表达量从卵巢发育初期到成熟期
逐渐递增，说明该基因可能参与了卵细胞内相关

蛋白质的降解过程。这些结果表明 ＵＢＥ２基因
可能与卵巢的卵黄发生和积累以及成熟有关，其

相关具体的功能和作用机制还有待进一步研究。

１７α羟孕酮能够促进动物机体的性腺发育，
同样对甲壳类动物的性腺发育也有促进作用。

有研究表明［２７］，１７α羟孕酮能够促进南美白对虾
（Ｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ）性腺中卵母细胞的发育，使之
体积加快增大。同样赵维信等［２８］发现１７α羟孕
酮对罗氏沼虾（Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ）卵黄发
生前期和卵黄发生期卵母细胞卵径增大均有极

显著刺激作用。本研究发现，在相同生活条件

下，在一个月的实验周期中分３次使用１７α羟孕
酮刺激克氏原螯虾，试验组的性腺发育比对照组

的性腺发育快了一个时期。这表明１７α羟孕酮
刺激加快了克氏原螯虾性腺发育的速度。与孙

瑞杰［２９］对１７α羟孕酮对克氏原螯虾卵巢同步发
育的影响的研究结果相同。图６的结果显示ＵＢ
Ｅ２基因的表达量从卵巢发育初期到成熟期逐渐
递增，结合图版可以看出，激素刺激后基因表达
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量的情况与图６中的发育时期一一对应并且一
致，同时ＵＢＥ２基因在克氏原螯虾卵巢中的表达
量显著上升，说明在克氏原螯虾生长情况相同的

条件下性腺发育加快时，基因的表达量也具有着

显著的变化。综上可以推测，ＵＢＥ２基因在克氏
原螯虾的发育过程中，可能通过 ＵＰＰ参与了抑制
卵巢发育相关蛋白的降解，从而促进了卵巢的发

育及卵黄的发生和积累。

本研究克隆获得了 ＵＢＥ２基因 ｃＤＮＡ全长，
通过生物信息学分析以及系统进化分析了解了

该基因的进化特征，通过荧光定量和激素刺激实

验证明了该基因在克氏原螯虾性腺发育过程中

的作用，为克氏原螯虾性腺发育的分子调控机制

提供分子生物学资料。
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６期 石宝通，等：克氏原螯虾泛素结合酶Ｅ２基因的克隆及其在卵巢中的表达分析
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